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逆転写反応(r ev ers etr a n sc ription, R T) お よ び特異的 D N A増幅反応(polym er as e chain r e actio n, P C R) 法を 用 いキ
m R N Aの 特異的検出方法に よ り胃癌 に おけ る c-e rb B-2 m R N Aの 発現を 調べ , 胃癌に お ける予後の 予測因子 と して の 有用性を
検討 した . ヒ ト胎児肺繊維芽細胞(hu m a n e mbryo niclu ngfibr oblast, H E L), ヒ ト胃癌培養細胞 M K N-7, ヒ ト成熟胎盤, ヒ ト
胃癌切除組織24例 , 内視鏡的生検鼠織24例よ り全 R N Aを抽出 し, A M V逆転写酵素 と ア ン チ セ ン ス プ ライ マ ー E R B-3 を用い
て C-erbB-2 rnR N Aに 対す る cD N A(c- erbB-2 cD N A) を 合成 した . c- erb B-2 cD N A は, P C R プラ イ マ ー E R B-2 お よ び
E R B-3 を用 い た P C R法に よ っ て 増幅後 サ ザ ン プ ロ ッ ト 法 に て 解析 した (R T-P C R法). そ の 結果 , H E L細胞 で ほ 12ng,
M K N-7 細胞で は 100p gの 全 R N A より c-erbB-2 m R N Aの 検 出が 可能で あ っ た . M KN-7細胞 の c-erbB-2 mRNA の 発 現量
は , H E L細胞 に 対 し7 2.6倍で あ っ た . 24例の 胃癌切除標本 に お い て は , 成熟胎盤に 比 し2倍以上 の cTe rb B-2 m R N Aの 発現が
認め られ た 症例ほ 3例あ り , こ れ らの 症例で は い ずれ も免疫組織染色に よ っ て c-e rあB-2 タ ン パ ク の 染色性が確認 され た . また
24例の 胃癌症例の 内視鏡的生検覿織 に おけ る c-e rb B-2 m R N A発現量 と術後 の 臨床病理学的所見を比較 した と こ ろ , C- erbB-2
m R N A発現量 が多い 症例で は リ ン パ 節転移が認め られ る傾向があ っ た . 以上 よ り R T-P C R法を 用い る m R N Aの 特異的検出
は , 高い 検 出感度と定量性を有 して い た . 本法は , 少量の 胃癌 の 内視鏡的生検材料に 適用可能 であ り術前 に 胃痛進行度を診断
するた め に 有用 な 方法である と考え た .
Key w o rds c- erbB-2 m R N Ae xpre s sion, pOlym e ras e chain rea ctio n, re V erSe tra n S C ription,
ga stric ca n c er, e ndo s copic biopsy
近年の 胃癌に 対する治療の 進歩 は め ざま しく 死 亡率ほ 年 々 減
少 して い るl). そ の 理 由と して ほ , 診断術 の 向上 , 外科手術 およ
び化学療法の 進歩が考え られ る2)
～ 4)
. 特 に 早期胃癌 は l 胃癌全体
の 約30- 35%を 占め , 90% 以上 の 5年生存率が得られ る よ うに
な っ てき た2)5) . 早 期胃癌 の リ ン パ 節 転移率 は1 1- 1 3% で あ
り 恥
7)
, 大半の 症例 は , 病巣 の 局所切除や内視鏡的治療に よ っ て
も根治可能で ある . しか し実際の と こ ろ , 術前 の 画像診断 で
は 一 癌 の 微小転移巣 の 検出は不 可 能で あ り, 定型的な 領域リ ン
パ 節の 郭清を伴 っ た 胃切除術 が標準術式 と し て 行な わ れ て い
る
T)
. 即ち胃癌の 予 後 を左右する因子で ある リ ン パ 節 へ の 徴小
転移の 有無を予知す る こ と に よ り , 症例 に 応 じた適切な治療法
の選択が可 能と な る . 近年胃癌 に おけ る種 々 の 遺伝子 異常と癌
の悪性度の 関係が注 目 され て い る . 本研究 で は , 胃癌 の 悪性度
を規定する癌遺伝子と して c- ♂rあB-2遺伝子に 注 目 し ∴逆転写反
応(re v er setr an scriptio n, R T) お よ び 特異的 D N A増幅反応
(polym era s e chain r e a ctio n,P C R) 法を応用 した 微量の 内視鏡的




本研究で ほ ヒ ト胃癌培養細胞 と し て M K N イ(福島医科大学
第二 病理 学教室鈴木利光先生よ り供与), お よ び 非腫瘍性細胞
と し て ヒ ト 胎 児 肺繊 維 芽細 胞 (hum a n ernbryonic lu ng
fibroblast, H E L)(金沢大学が ん 研究所 ウイ ル ス 都 田中淳之博士
よ り供与)を 用 い た . 各細胞の 培養に ほ 10 %(V/V) 非働化ウ シ
胎児血清(fetalc al王s er u m, F C S)(GIB C O, Gr a nd Isla nd, N Y,
U S A) と 0.3mg/ml グル タ ミ ン (日 水 製薬 , 東 京) を含む
R P M I-1 640 培地(ニ プ ロ , 大阪) を用い , 5 % C O2濃度, 37℃ の
条件下で培養 した . 対数増殖期に , 0.02%ト リ プ シ ソ (GIF C O,
Detroit, M ichリ U S A)-0.2 % エ チ レ ン ジア ミ ン 四酢酸 ニ ナ トリ ウ
ム (ethyle n edia min etetr a ac etic acid, E D T A)を含む 0.15 Mリ ソ
酸緩衝生理食塩液(pho sphate-buffer ed s aline, P BS) を用 い て
細胞を 剥離 し, さ らに 0.15 M P B Sに て 2 回洗浄 し , 得られ た
細胞浮遊液を 1,000rpm 川 分間遠 心 し て 細胞 を 単離 し , 全
R N A を抽出 した . 臨床材料 と して1990年4月か ら1 993年 4月
ま で に 金沢大学医学部附属病院第 二 外科に て 手術 を施行され た
胃癌症例24例の 癌部組織 およ び1991年 4月 よ り1 993年 4月 ま で
に 金沢大学医学部附属病院第二 外科 に て 上部消化管内視鏡検査
の 施行され た 胃癌症例24例 よ り得 られ た 胃癌 の 内視鏡的生検組
織を用い , R T-P C R法に よ り c- erbBL2 m R N Aの 発現を検討 し
た . 組織 の 採取は生検銀子を用い て 行 い ▲ 1症例あた り3 - 4
個 の 組織 を採取 した . 遺伝子 発現の 比較対象と して ほ l 成熟胎
盤を用い た . 全て の 組織は採取直後に 液体窒素を用 い て 瞬間凍
平成5年12月15 日受付 , 平成 6年1月19日受理
A b breviatio n s : AGP C, a Cid gu anidin um thiocyan ate -phe noトchlorofor m ; d A T P, deo xyade n osine
5
'
qtriphosphate; dC T P, deo xycytidin e 5
,
-triphosphate; d G T P, de o xygu an osin e 5
'
-triphosphate; dT T P,
deo xythymidin e 5
,
-triphosphate; E D T A, ethyle n edia minetetr a cetic acid; E G F R, epider m al gro wth fa ctor
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結 し, 使用する ま で - 80 ℃に て 凍解保存 した ･ 切除胃癌 の
一 部
は10% 緩衝ホ ル マ リ ン 液に て 固定 し, 胃癌取扱 い 規約
8〉 に 従 っ
て 病理 組織学的診断用の 標本を作成 した . 上 部消化管内視鏡検
査の 施行 され た24例は ▲ 後 に 金沢大学医学部附属病院第 二 外科
に て手術を施行 し , そ の 臨床病理学的事項 に つ い て ほ 胃癌取扱
い 規約
さ)に 準 じて 記載分類 し表 2に 示 した ･
Ⅰ . 全 R N A の抽出
R N Aの 抽出は , グ ア ニ ジ ン 酸 ･ フ ェ ノ ー ル ･ ク ロ ロ ホ ル ム
(a cidgu a nidiniu m thio cya n ate-phen ol-Chlor ofor m, A GP C) 法を
用 い て 行 っ だ) . 凍結 した 組織 は , メ ス を用い て細切後 , 4mlの
グア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ
ー ト(guanidin ethio cya n ate, G T C) 溶液
[4M G T C(和光純薬工業 , 大阪), 25m M ク エ ン 酸ナ トリ ウ ム ,
0.5 % N-ラ ウ ロ イ ル サ ル コ シ ソ 酸ナ ト リウ ム , 0.1■M 2- メ ル カ プ
ト ニ タ ノ ー ル] 中で 破砕懸濁 した . また 細胞 は , 4mI の G T C
溶液中に て 十分 に 懸濁 させ た . 懸濁 した試料に 40恥1の 2 M酢
酸 ナ トリ ウ ム 緩衝液(pH 4.0)を加え撹拝 した . さ ら に 由一1の 飽
和 フ ェ ノ ー ル を加 え据拝 した後 , 80恥1の ク ロ ロ ホ ル ム を 加え ,
携拝後水中に15分間静置 した . 氷冷後4 ℃,7,00rpm , 20分間遠
心 した . 氷層に 4mlの イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を加え , - 20 ℃に 1 時
間放置 した 後 4 ℃,7,000rpm の 条件下で20分間遠心 し , R N A を
沈澱さ せた . 得 ら れ た R N A は 500pl の G T C溶液 に 溶解 し
た . さ らに 等量の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を加え , - 20℃ に 1時間放
置 した 後 4 ℃,7,000rpm で20分間遠心 し, R N Aを 再度沈澱 させ
た . R N A ほ1 80%の エ タ ノ ー ル 1mI で洗 っ た後 , 滅菌蒸廃水
に 溶解 し た . 各 R N Aの 260n m に お け る 吸 光度 (optic al
de n sity, O D)を 測定 し, 1 0 D を 40FLg/mlと して R N A濃度 を
計算 した .
Ⅲ . プ ライ マ ー お よびプ ロ ー ブ用オ リ ゴ ヌク レオ チ ドの 作成
183塩基対の ヒ ト c-CrbB-2遺伝子 cD N A を特異的に 増幅する
P C R プラ イ マ ー と して E RB,2(3424-3443): 5
'
-GA T G T A T T-
T G A T G G T G A C C T-3
'
と E R B-3 (3587-3606): 5
'
-A T C T G G-
C T G G T T C ACA TA T T-3
'
, お よび プ ロ p ブ用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ドと して E R B-11(3488-3517):5
'
一A C C C C A G C C C T C T A C A-
GC G G T A C A G T G A G G-3
'
を ヒ ト c-erbB-2 遺伝子 cD N Aの 塩
基配矧8)よ り選定 した . ま た98塩基対の ヒ ト β- ア ク チ ン 遺伝子
cD N A を特 異的 に 増幅す る P C R プラ イ マ ー と し て は
β- A C T-4(2233-2252): 5㌧A T C A C C A T T G G C A A T G A G C G-3
'
と β,A C T-5(2406-2425): 5
'
-T T G A A G G T ATT C G T G G A T-
3
'
, お よ び プ ロ
ー ブ 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と し て β-A C T-6
(2265-2284):5
'
-T G A G GC A C T C T T C C A G C C T T-3
'
を ヒ ト β- ア
ク チ ン 遺伝子配列川 よ り選定 した . プ ライ マ ー お よ び プ ロ ー ブ
用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は I D N A合 成装置 PC R メ イ ト
(Applied Bio syste m s, C A, U S A) に よ り合成 した . プ ロ ー ブ
D N A 13pm ol に 対 し [T-32P] A T P 50pCi(Am ersha m,
Gr e en which, C T, U S A), ポ リ ヌ ク レ オ チ ドキ ナ ー ゼ 緩 衝 液
[50rnM Tris⊥H Cl(pH 7.6),10m M 塩化 マ グネ シ ウ ム , 5rnM ジチ
オ ト レイ ト ー ル , 0.1m M ス ペ ル ミ ジ ソ お よ び 0.1m M E D T A
(pH 8.0)], 10単位 T 4キ ナ ー ゼ(宝酒造l 京都)お よび滅菌蒸留
水を加え全量 2恥1 と し , 37℃に お い て45分間反応 させ 5
'
末端
標識 した 後 , ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ソ に 用い た .
Ⅳ . 逆転写 (R T) 反応
全 R N A は, イ ー ス ト R N A を用 い て 段階希釈 し た . 各
R N Aサ ン プ ル を9 5 ℃ 5分間加熱 し た 後水中 に て 急冷 し ,
mR N Aの 高次構造を崩 した . さ らに P C R反応緩衝液 [10mM
Tris-H Cl(pH 8.3),50m M 塩化 カ リ ウ ム , 1.5m M 塩化 マ グネ シ ウ
ム
, 0.01%ゼ ラ チ ン (Sigm a, S T. Lo uis, M O, U S A), 0･05 % ポ
リオ キ シ エ チ レ ン (20) ソ ル ビ タ ン モ ノ ラ ウ レ ー ト (和光, 大
阪)], デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド混合液 [デ オ キ シ ア デ ノ シ ソ
三 リ ン 酸(de o xyadeno sin e5㌧triphosphate, d A T P), デ オ キ シ グ
ア ノ シ ソ 三 リ ン 酸(deo xy gu a n o sin e5
'
-tripho sphate,d G T P), デ
オ キ シ シ チ ジ ン 三 リ ソ 酸 (de o xycytidin e 5
'
-tripho sphate,
d C T P), デ オ キ シ チ ミ ジ ン 三 リ ソ 酸 (de o xythymidin e 5
'
-
tripho sphate, d T T P) 各125pM], 5m M ジチ オ ト レイ ト ー ル ,
R N A分 解酵素 阻害 因子 (Ribo n u clea s einhibitor, R Nasin)
(Prom ega Biote c, Madis o n, W I, U S A) 4単位 , ニ ワ ト リ骨髄芽
球症 ウ イ ル ス 由 来逆 転 写酵素 (avia n myeloblastosis vir u s
r e v er setr a n sc riptas e) 1
一単位 , 50pm ol の ア ン チ セ ン ス プ ラ イ
マ p で ある E R B-3 また はβ- A C T-5を 加え , 滅菌蒸留水 に よ り
全量 20plに 調整 した . 室温 に て10分間放置 し m R N Aに ア ン チ
セ ン ス プ ラ イ マ ー を結合 させ た の ち , 42 ℃に お い て6 0分間反応
させ , CD N A を合成 した .
Ⅴ . P C R反応
逆転写反応に よ り得 られ た cD N A溶液を95 ℃に お い て 5 分
間加熱処理 し逆転写酵素を失括 させ た後 , デオ キ シ リボ ヌ ク レ
オ チ ド(d A T P, d G T P, d C T P, d T T P)各 225FLm Ol, セ ン ス およ
び ア ン チ セ ン ス プラ イ マ q 各 50pm ol, Taq D N A ポ リメ ラ ー ゼ
2 .5単 位 (Pe rkin-Elm erCetu s, Nor w alk, C T, U S A) を 含 む
80pl の P C R反応緩衝液を加え , 全量 100FLlに 調整 した . 加熱
の 際に 起き る反応液の 蒸発を防 ぐた め , 反 応液 に 5恥1 の ミ ネ
ラ ル オ イ ル (Sigm a)を 重層 した . 反応に は D N Aサ ー マ ル サ イ
ク ラ ー (Perkin-Elm erCetu s)を 使用 し, 熱 変性 を94 ℃, 1分
間 , ア ニ ー リ ン グ を48 ℃, 2分間, D N Aの 伸長を72 ℃, 1分間
と し , こ れ を 1 サ イ ク ル と して , 25サ イ ク ル 繰 り返 した . 反応
終了 後 , ク ロ ･ ロ ホ ル ム 150/Jl を加え 振と う し, 上 層 の P C R反
応溶液を採取 した .
Ⅵ . 増幅 D N A断片 の検出
増幅後の D N A溶液 に 10J上l の 3M 酢酸 ナ ト リ ウ ム (pH5,2)
お よび 30恥1 の エ タ ノ ー ル を加 え , - 80 ℃, 3 0分間放置 した
後, 4 ℃, 15,000rpm に て20分間遠心 し, D N Aを 沈澱さ せ た .
D N A は, 80% エ タ ノ ー ル 30恥1 に て 洗浄 した 後 , 減圧乾燥 し,
試料溶解液(0.06 % プロ ム フ ェ ノ ー ル ブル ー , 0.06%キ シ レ ン
シ ア ノ ー ル お よ び6. 7% グ リ セ ロ ー ル を 含 む ト リ ス EーD T A
(T E) 緩衝液) 恥lに 溶解 した . 各試料ほ 0.5鵬/ml ェ チ ジウ ム ブ
ロ マ イ ドを含 む泳動緩衝液(40m M トリス , 20m M 酢酸ナ トリ
ウ ム , 1m M ED T A, PH 7.2) 中 ∴定電圧 100 Vに お い て2.5%ア
ガ ロ ー ス ゲ ル で電気泳動を行 っ た . 泳動後の ゲ ル は , 紫外線照
射下に 写真撮影を行 っ た 後 , サ ザ ン 法
12) に 準 じて 転 写を 行 っ
た . 即 ち , 泳動終 了後 の ゲル を ア ル カ リ変性液(0.5 M水酸化ナ
ト リ ウ ム , 1.5M 塩化 ナ ト リ ウム) 中で30分間振 とう し D N A を
変性 させ た 後 , 中和液 (3M 塩化 ナ ト リ ウ ム , 0.5M Tris-HCl,
r eceptor; G T C, guanidine thiocyanate; H E L, hu m an e mbryo nic lu n芦fibroblast; O D, Optical density ;P BS,
phosphate-buffer ed salin e; P C R, pOlym e rase ch ain reaction; RT, r e V e rS etra n SCriptio n;S D S, SOdiu m dodecyl
s ulfate;S S C, S alin e-S Odiu m citrate; T B S, tris-buffered salin e
胃癌 に お け る c- erbB-2 m R N A発現 の 特異的検出
pH7･2) 中で15分間振 とう した ･ 中和操作を 2 回繰 り返 した 後,
D NA は 20× 食 塩
･ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (s alin e-S Odiu m
cit,ate, S S C)(3M 塩化 ナ ト リ ウ ム , 0･3 M ク
エ ン 酸ナ ト リ ウ
ム) を 用 い て ナ イ ロ ン メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ
ー (Hyb nd-N,
Am e,Sha m) に 転写 した . 転写 の 終了 した ナ イ ロ ン メ ソ プ レ ソ
フ ィ ル タ
ー に10分間紫外線を照射 して , D N A をフ ィ ル タ
ー に
固定 した ･ フ ィ ル タ
ー は ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩衝 液 [6
×S SC, De nhardt
'
s 液Ⅰ3}(0.1 % ポ リビ ニ ル ピ ロ リ ドン , 0･1%ウ
シ 血 清ア ル ブ ミ ン , 0.1% フ ィ コ
ー ル400),10 %硫酸 デ キ ス トラ
ソ , 0 .1% ドデ シ ル 硫酸 ナ ト リ ウ ム (s odiu m dode cyl sulfate･
s D S), およ び 0.1m g/ml サ ケ 精子 D N A] 中, 恒温水槽に お い
て 1時間の プ レ ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ソ を 行 っ た ･ そ の 後 ,
0 朋 %(Ⅴ/V)32p 標識プ ロ ー ブを 加え , 1 6時 間の ハ イ プ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ソ を 行 っ た . プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ お よ び ハ イ
プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン は l プ ロ
ー ブ E R B-11に 対 して は55 ℃, プ
ロ
ー ブ β-A C T-6 に 対 して ほ48 ℃で行 っ た ･ ハ イ プ リ ダ イ ゼ
ー
シ ョ ソ 後の フ ィ ル タ M は 2×S S C お よ び 0･1% S D Sを 含む溶液
中で , 1 5分間 2回 の 洗浄を行な い , 引き続き 0･1× SS C お よ び
0.1% S D Sを 含む溶液中 で 1 時間の 洗浄を行 っ た . 洗浄の 温度
は , プ ロ ー ブ E R B-11に 対 して は55 ℃, プ ロ ー ブ β-A C T-6 に
対 して ほ48 ℃で 行 っ た . 洗 浄後 Ⅹ 線 フ ィ ル ム (Kodak, Ne w
York, U S A)を 用い て - 80 ℃に て 4 - 5時間の 感光を行 っ た ･
P C R増幅 D N A断片に 相補結合 した プ ロ ー ブ の 放射活性 を , バ
イ オ イ メ ー ジア ナ ラ イ ザ
ー (富士 フ ィ ル ム , 東京)に よ り測定 し
た .
Ⅶ . 仁一 er腸 -2 タ ンパ ク の免疫組織染色
c-g rわB-2 タ ン パ ク に 対す る免疫組織染色 ほ ビオチ ソ 標識 ス ト
レ プ トア ピ ジ ン (labelled streptoavidin -biotin, L S A B) 法に て
行っ た . ホ ル マ リ ン 固定 した24例の 胃癌切除標本ほ , パ ラ フ ィ
ン 包哩 し, 4/Jm に 薄切後脱 パ ラ フ ィ ン 処理 した . 1% 過酸化水
素添加無水メ タ ノ ー ル に て20分間処理後 , 1 0倍希釈 の 正 常ヤ ギ
血清を20分間反応 させ た . 次 に 一 次 抗体 と し て2 0倍希釈 の C-
e r柑-2 タ ン パ ク に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Trito n
Bioscie n c eIn c. , Ala m eda, C A, U S A)を 4 ℃, 24分間反応 させ
た後 , ト リ ス 緩衝食塩水 (Tris-buffer ed salin e, T B S) に て1 0分
間3回洗浄 した . 二 次抗体と して ビ オ チ ン 化 ヤ ギ 抗ウ サ ギ IgG
(D A K Oc orpor atio n, Carpinte ria, C A, USA) を100倍希釈 して
30分間反応 させ た . T B Sに て1 0分間 3 回洗浄後 , 100倍希釈の
ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標識 ス ト レ プ ト ア ピ ジ ン (D A K Oc orpora-
tio n) を30分間反応 させ た . T B Sに て10分間 3回洗浄後 , 1 %
過酸化水 素加0. 03% ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (diamin obe nzidin e,
D A B) で20-30分間発色反応を行 っ た . 水 洗後0. 3% メ チ ル グ
リ ー ン 染色 し封入 した . 細胞膜 に 明瞭な染色性 を示 す例を陽性
と判定 した . 各症例 の C-g rあB-2 タ ン パ ク 発現程度 を強陽性≠,
陽性+ , 陰性 一 に 分け 表1 に 示 した .
Ⅷ . 統計学的検討
C-erbB-2 m R N A発現量と臨床病理所見 との 相関の 検定 に は ,
ス ピ ア マ ン 検定法(Spe ar m a ntest)を 用 い , 危険率 5% 未満を
有意な相関 1 1 0% 未満を優向あ りと した .
成 績
Ⅰ . ヒ ト増養細胞 に お け る e-e r占B-2 お よぴ β- ア ク チ ン
m R N Aの 発現
ヒト胃癌培養細胞 M K N-7 と 非腫瘍性細胞 H E Lに お け る
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c-erbB-2 お よ びβ-ア ク チ ン m R N Aの 発現を 観察す るた め に ,
各細胞由来 R N Aの 段 階希釈系列 を作成 し , R T-PC Rを施行 し
た . ア ガ ロ ー ス ゲル 上 で電気泳動後 , 各 P C R産物を エ チ ジ ウ
ム ブ ロ マ イ ド 染 色法 に よ り 解析 し た 結果 , E R B-2 お よ び
E R B-3 の プ ラ イ マ ー ペ ア で は c- erbBT2 m R N A由来の183塩基
対の 増幅 D N A断片が検出 され , β-A C T-4 お よ びβ- A C T-5 の
プ ライ マ ー ペ ア で は βTア ク チ ン m R N A由来 の98塩基対 の 増幅
D N A断片 が検出 さ れ た (図1). プ ロ ー ブ (E RB-11 ま た は
β-A C T-6) を 用い たサ ザ ン ブ ロ ッ い ､ イ ブ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 法
に よ り , 増幅 D N A断片の 解析 を行 っ た . そ の 結果 H E L およ
び M K N-7 とも に 鋳型 R N A量に 比例 し た c-e rbB-2 ま た ほ
β- ア ク チ ン mR N A由来増幅 D N A断片 が単
一 バ ン ドと して 検
出され た . 一 方試料 R N Aの 希釈に 用 い たイ ー ス ト R N Aか ら
は P C R増幅産物は検出 され な か っ た . ま た 同時 に 反応液中 に
逆転写酵素を添加せずに H E Lお よび M K N-7 の全 R N Aに 対
して R T-P C R を施行 した と こ ろ増幅 D N A断片ほ検出され ず,
; lq lロ
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Fig. l. Souther n a n alysis of c- erbB-2(A), a nd β-a Ctin (B)
m R N Ar e v er s etra n s criptio n-pOlym er a se chain re a ctio n
(R T-P C R) pr odu cts fro m serial dilutio n s of hu m a
e mbryo nic lu ng fibrobIasts(H E L) a nd M K N-7 total R N A.
In Fig.1 A a nd B, the leftfigur e s sho w the photogr aphs
of agaros e gel afte r ele ctr ophor esi of e a ch R T
-P C R
pr odu ct a nd the right figu re s ar ethe r es ults of the
So uther n a n alysis. . R T(- )indic atesthat.the s a mple w a s
s ubje cted to R T-P C Rwitho ut r ev ers etr an sc riptas e. T he
¢×174 D N A digested with HihcⅡ■ as D N Asiz e m arker
w as ru n O nthe s a m egel
'
;the n u mbers from 79 to lO57
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Fig･2･ Plot ofr adioa ctivity of P C Rpr odu cts fr o m H E L(○)a nd M K N-7(◎)u sing the inte n sity of the hybridiz atio n sign als in
Fig･ 1･ T he r adio a ctivite s ofthe P C Rprodu cts shoTn in Fig･1 w er e a n alyzed using a Fujix Bioim age a n alyz er a nd des cribed
in a rbitr ary u nits(A U)pe r m m2･ T he r adio a ctivity w a splotted again st the c o n c e ntratio n of total R N Aa ste mplate. A show s
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Fig･ 3･ Dete ctio n of cqe rbB-2 m R N Ae xpr e ssio n by the R T-P C Rm ethod fro m gastric c a n c e rtis s u e. A, Total R N Afr o m
S urgic ally r es e cted ga stric c a n c er tiss u e and m atur epla c e nta w asdiluted ra nging fr o m5-5 to I pgin ye a st total R N A. Each
Sam ple w astr an s cribed a nd arnplified by 25cycle s of P C R, the nthe a mplified cDN Aw a shybridizedto the probe E R B-11. R T
(- )indic ate sthat the s a mple w a s s ubje cted to R TrP C R witho ut re v e rs etr a n c riptas e･ A b br eviatio n :bp, ba sepairs. B, T he
r adio a ctivitie s ofthe P C Rprodu cts sho w nin A w er e an alyz ed u sing a Fujix BiDim age a n alyz er and des cribed in arbitrary u nits
(A ぴ) per m m
2
･
~T heニr adio a ctivity w asplotted again s仁the c o n c entr atio n of total R N Aa slte mplate. 0, pla c e nta; ◎, Ca Se
(M ･S･); 綿, C a Se(A･H:); A . c ase(E･F･); n C a S eq(S.N i); △. ca s e(D.T.); ◆, C a S e(0.K.)._
胃癌に お け る c-erbB-2 mR N A発現の 特異的検出
本法で 検出され た D N A断片ほ R N A試料中に 混入 した ゲノ ム
D N Aよ り増幅され たもの で は なく m R N Aよ り逆転写 され た
cDN A に 由来す る こ とが 確認 された ･ C
- e rb B-2 mR N Aの 検 出
は , HE L で は約 3p
4
pg(12ng), M K N-7 でほ約 圧｢
4
p g(100p g)
の 全 R N A よ り可能で あ っ た ･ 検出 され た P C R産物量ほ相補
結合 した プ ロ
ー ブ D N Aの 放射活性を測定する こ と に よ り定量
した . 両対数グ ラ フ の 横軸に 鋳型 と した 全 R N A量 , 縦軸に 検
出された P C R産物量を プ ロ ッ トす る と 両者 は直線関係 と な
り, 直線の 傾 きは H E Lと M K N-7 に お い て 同 じで あり本法の
高い 定量性が示 さ れ た ･ こ れ に よ り M K N-7 は H E Lに 比 べ
72.6倍の C-e rb BT2 m R N A を過剰発現 して い る こ と が確認 され
た . 一 方遺伝子発現 の 内部標準と した β一 ア ク チ ン の 発現量 に 差
は認め られ な か っ た ( 図2).
Ⅱ . 臨 床 胃癌 組織 に お け る e･e r腿 -2 m R N A発現 の
R T-P C Rに よ る解析
1 . 胃癌切除標本 に おけ る発現
手術的に 摘出さ れ た胃癌症例24例の 胃癌観織 お よび ヒ ト成熟
胎盤よ り抽出した 全 R N Aを 段階希釈 し R T-P C R を行 い , C-
erbB-2 お よびβ- ア ク チ ン m R N Aの 発現を 検討 した( 国3). 胃
癌組織2 4例全例 に お い て cTerbB-2 m R N Aに 由来す る増幅
D NA 断片が検出され た . 検出され た P C R産物量 を相補結合 し
た プ ロ ー ブ D N Aの 放射活性に よ り測定 し, 各症例 の 成熟胎盤
に 対す る c-e rbB-2 お よ びβ- ア ク チ ン m R N A発現量を比較 し
た . 各症例に おけ る c-erb B-2 m R N Aの 発現量を β- ア ク チ ン
mR N A発現量 で補正 し た 結果 , 2 4例 中 4 例(16･7 %) に c-
e rbB-2 m R N A過剰発現が確認 され た . そ れ ら4 例の C-erbB-2
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m R N A発現は成熟胎盤に 比べ て 各 々1. 7.5倍 , 2. 25倍 , 14.1倍お
よび22.8倍過剰で あ っ た (表1). パ ラ フ ィ ン 包唾標本の 免疫阻
織染色に よ り c-e rみB-2 タ ン パ ク 発現 を 調 べ た 結果 で は , C-
grわB-2 タ ン パ ク 発現は24例中 3例(12.5 %) に 観 察 さ れた . c-

































Lymph n ode m eta sta sis
Fig. 4. Co mparisoIl Of lymph n ode m etasta sis a nd c-e rbBr2
m R N A e xpr es sio n ex amin ed fr or n e ndo s c opic biopsy
Spe Cim e n. T he relativ e arn o u nt of c-erbB-2 m R N Aw er e
a n alyz ed by the R T-P C Rm ethod a nd sta ndardiz ed bythat
Of β-a Ctin as a ninter n al c o ntr ol. *p< 0.1 by Spe ar m a
test.
Tablel. Co mparis o n of c
- CrbB-2 ge n e e xpr es sio n betw e e nthe r e v er s etr a n sc riptio n
-
POlym e ra s e chain
r e a ctio n(R T-P C R)a ss ay a nd theim m u n ohisto chemic ala ss ay
Relativ e a m o u nt ratio







Relativ e a m o u nt of
c
-
e rbB-2 β-aCtin c - C T･bB-2 m R N Ab)
仁一 g r占B-2 pr otein















































































































































, n O Staining; 十, W e ak staining; 廿 , StrOng Staining.
止 T he relativ e am o unt ratio of PCR pr odu cts in s urgic ally r es e cted sa mple s to that in′P!a c e nt a w a s
c alc ulated with a cu rv e in which .radio activitie s of PCR produ cts w e replotted again sトt云t左1 R N Ara s
te mplate. as prese ntedin Figu r e3B for c- C rbB-2.
b)T he r elativ e a m o u ntbfc-e rb B-2 mR N Aw a s sta ndardis ed bythat ofβ-a Ctin as a nintern alc o ntrol.
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い ずれも RT-P C R法 に よ り成熟胎盤 に 比 し , 2倍 以上 の C-
e rb B-2 mR N A発現 の 先進 が 観察 され た 症例 で あ っ た . c-
eT
･b B-2 m R N A発現が14.1倍お よ び22.8倍克進 して い た 2症例
で は , C- grムB-2 タ ン パ ク の 染色性は強陽性 , 2 .25倍 の 症例で は
弱陽性であり , m R N A発現量 と染色性は 一 致 した .
2 . 内視鏡的生検標本 に お ける 発現
上部消化管内視鏡検査 の 施行 され た胃痛症例24例 の 胃癌艇織
の 内視鏡的生検敵織 に お ける c-erあB-2 の 発現を 同様 に 検討 し
た . 胃痛組織24例全例に お い て c- erbB,2 m R N Aの 発現が 認め
られた . 各症例に おけ る c-e rあB-2 皿 R N Aの 発現量を β- ア ク チ
ン m R N A発現量で補正 した 結果 , 成熟胎盤 に 対 して 1倍以上
の c-erbB-2 m R N A発現の 充進を認 め た 症例は , 24例中 5 例
(20.8 %) で あ っ た . 内 視 鏡的 生検組織 に お け る ぐ grあB-2
m R N A発現量を手術施行後の 臨床病理組織所見 と比較検討 し
た (蓑2). 各症例の C-erb B-2 m R N A発現量と リ ン パ 節転移 の
有無と の 相 関を検討 した と こ ろ , 有意な相関は認め られ なか っ
たが , C
- erb B-2 m R N A発現量の 高い 症例 で は , リ ン パ 節転移 し
やす い 傾向が認め られ た (図4).
考 察
c-grわB-2遺伝子 は , Ⅴ - er占B 遺伝子や き 上 皮増殖因 子受容体
(epider malgr o wth fa ctor re c eptor, E G F R) 遺伝子と極め て 相同
な チ ロ シ ソ リ ソ 酸 化塩基配列 をもつ 遺伝子 と して 同定 さ れ
た1叩4卜 l¢). c- er占B-2 遺伝子は , 第17染色体長腕 (q21) に 位置す
る W ). 乳癌15), 唾液 腺癌l 刷, 胃癌 よ 大腸癌
18)な どの 腺 上皮覿織由
来の 種 々 の ヒ ト痛 に おい て c-grあB-2 遺伝子 の 増幅 が確認 さ れ
た . ま た マ ウ ス の 非腫瘍性細胞 NI H 3T 3 にc-erbB-2 遺伝子を
導入 して 過剰発現 させ ると 形質転換お よ び造腫瘍性の 獲得 が引
き起 こ され る こ と が 確認されt 9)20), C- e rあB-2遺伝子 は , 癌遺伝子
と して 注 目 され る よう に な っ た . 特 に 乳癌で は , C- ♂r占B-2 遺伝
子 の 増幅 が10- 30% に 認め られ , 遺伝子増幅例は予後不良であ
ると され て い る
2り22)
. c-grあB-2遺伝子増幅例で は , C-g rあB-2 タ ン
パ ク の 過剰発現が認め られ る23)24). Be rgerらは , 乳癌 に お け る
C-gr占B-2 タ ン パ ク 発現 の 免疫組織染色 に よ る検討 で c-e rむB-2
タ ン パ ク 陽性例 は t 核異塑性が強く , リ ン パ 節転移を 伴い , 予
後不 良で ある と報告 して い る24). 一 方胃癌 に お い て c-gr♭B-2 遺
伝子 の 増 幅ほ , 5.4 - 7.8% に 認め られ て い る
1 8)2S)
. ま た c-e rあ且
2 タ ン パ ク に 対 して ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体を 用 い た 免疫紅織学的
検討 で Yo n e m ur aら26)ほ , C- erbB-2 タ ン パ ク 陽性例ほ260例中
31例(1l.9 %) で あ り, そ の 染色性 は t 胃癌 の 壁深達度, リ ン パ
節転移度 , リ ン パ 節転移再発率 と相関 し , C- e r占B-2 タ ン パ ク陽
性例ほ陰性例 に 比 し有意に 予後不 良であ ると して い る . 特に早
期胃癌で は , C- e rあB-2 タ ン パ ク 陽性例ほ220例中22例(10 %) で
あり , C一 ♂rあB-2 タ ン パ ク 陽性例は陰性例に 比べ , リ ン パ 節転移
率が約 3倍高率 であ っ た と して い る2T). 以上 の 事実 よ り胃癌 に
お ける C-e r占B-2遺伝子 の 発現性ほ胃癌の 悪性度 , 特に リ ン パ 節
転移を予測す る 因子 と して 注目 され て い る . c- grほ-2 タ ン パ ク
ほ , 分子量 185k Da の チ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ 活性を 有す る受容体塑
タ ン パ ク で ある . c- ♂rあB-2 タ ン パ ク の リ ガ ソ ドと して は 一 分子
量的 44k Da の 糖 タ ン パ ク とす る考 え が 有力で あ る28)29). Peles
ら
28)
, Holm e sら
29) ほ こ れ をそ れ ぞれ n eudiffer e ntiatio nfa ctor
(N D F), Her egulin(H R G)と命名 した が , 同 一 の 物質 である事が
判明した30). c- g rあB-2 タ ン パ ク は細胞膜に 位置 し悪性度 の 高い
腫瘍細胞で は , 発現が克進 して い るた め 癌治療 に おけ る標的と
しての 応用も期待 され る . 近年 c -erあB-2 タ ン パ ク に 対す るモ ノ




Table 2. Su m m a ry of t he clinic opathologic al findings a nd the c一 名rb B-2 m R N Ae xpr e s sio n e x a min ed fr o m e ndo scopic biopsy spe cim e nin 2 4c a s e s
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M , male; F, fe male ;pO r. POO rly differentiated aden o ca rcin om a; tub, tubula r ade noca r cin o m a; Sig, Signet ring c e11 aden o carcin o m a; m , tu nic a
m u c o s a; S m. tela s ubm u cos a; Prn ,~tu nic a m usc ula ris pr opria ; S S. tela s ubs e ro s a; S e, S erO S a eXpO Sed; Si- S e rOS a infiltraing; H , hepatic
m etasta sis:P･ Peritone al m eta st且 Sis; n･lymph node; nu rnbe r(0-4)･ degTFF Of m eta sta sis; ･(+)･ pO SitiYe m etaSta Sis; 卜)･ n egativ e m eta sta sis･■7 T he relativ e am o u nt o 仁 山戒払2 m R N A in endo s coさic biopsy spe c l m e ntd tHit
●
in pla c e nta w a s a n alyヱed by the R T- P C Rm ethod a nd･
StandaTdised by thatofj3-aCtin as a ninte rpal c o ntr ol･
lゝ Ac cordingto the Ge n eral Rules fo rthe Ga strjc Ca n c e r【~St udy byJapan e s eRe sea r ch S6cietyfo r lGa stric Ca nc eTq:
胃癌 に お ける c-erbB-2 m R N A発現の 特異的検出
れ らの 知見 よ り c
- gr娼 -2遺伝子発現の 検索は , 癌の 悪性度の 評
価お よび 治療法の 選択に 有用 な もの 考え られ る ･ しか しこ れ ま
で の 臨床癌に おけ る c一 βr柑 -2遺伝子 に 関す る報告 は ▲ 全て 切除
標本を用い て お り , 術前に c-gr摘 -2遺伝子の 発現性に つ い て 検
討した報告は な い . 術前に 胃癌組織を採取す る方法と して 胃内
視鏡を用い た生検 があるが , 内視鏡的生検蔽織 ほ小 さく , 通常
の 免疫蔽織染色や ノ ー ザ ソ プ ロ ッ ト 法 の 材料 と して は 適 さ な
い . 近年徴量の R N A よ り遺伝子発現 を検出す る方法と し て
R N Aの 逆転写 に よ り得 られ た cD N Aを P C Rに よ り増幅 して
検出する方法(R T-P C R法)が開発 され
34 棚 )
, 定量的な遺伝子発
現の 解析法 と して の 有用 性が 示 され た
3 佃 0}
･ 本研究 で は , 極 小
量 の 内視鏡的生検鼠織 に お け る CTe rb B-2 m R NA の 発 現 を
R T-P C R法 に よ り 解析 し検討 し た . c- erbB-2 遺伝 子 は ,
E GF R やc-erbB-3遺伝子 と極 め て 相 同性の 高い 遺伝子 であ る
ため c- erbB-2 m R N A増幅用 プ ラ イ マ ー と して用 い た E R B-2 お
よび ER B-3 ほ, E G F R やc- erb B-3 遺伝子 と最も相同性 の 低い




H E L お よ び胃癌培養細胞 M K N-7 由来 の C-e rb B-2 mR N A を
R T-P C R法に よ り特異的に 増幅後 サ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ソ 法に よ り検出 し, R T-P C R法 の 感度 と定量性に 関
する基礎的検討を行 っ た . 両 対数 グ ラ フ の 横軸に 鋳型 と した全
R N A量, 縦軸 に 検 出され た P C R産物量 を プ ロ ッ トす る と両者
は直線関係 とな り , 直線 の 傾きも H E L と M K N-7 に おい て 同
じで あ り本法 の′高 い 定量性が示 され た . M K N 7に お け る c-
♂rあB-2 遺伝子の 増幅 と過剰発現 が報告 され て い る が
17)
, 今回 の
検討で は M K N-7 ほ H E Lに 比べ c-e rbBq2 m R N Aを72.6倍の
過剰発現 して い る こ とが 確認 され た . H E Lで は 3
~ 4
p g(1 2ng),
M K N-7 で は 10-4p g(1 00p g) の 全 R N A より crerbB-2 m R N A
の 検出が可 能で あり , 本法は極め て 高感度であり , 極小量の 材
料に 対 して も適応 可能 であ る事 が 示 唆 され た . R T-P C R法で
は ∴試料 R N Aに 混入 した ゲ ノ ム D N A が増幅 され , 検出され
る こと が懸念 される . ゲ ノ ム D N Aに おけ る c-e rb BT2遺伝子の
完全な塩基配列は未だ解 明 され て い な い . 本論文中に は結果を
示 さな か っ た が , 成熟胎盤由来の D N A を プラ イ マ ー E R B-2 お
よび E R B-3 を用い P C R法に よ り増幅 した 場合, プ ラ イ マ ー
E RB-3 の 直前に1 41塩基対の イ ン ト ロ ン が 存在する こ と が 確認
された . 以上 よ り本法に お い て 試料中に 混入 した D N A は, 検
出され た 増幅 D N A断片 の 長 さの 違 い に よ り区別可能 で ある .
胃癌24例の 切除標本 を用い た検討 で は , 全例に お い て c-grあB-2
m R NA の 検 出 が 可 能 で あ っ た . 胃 癌 に お け る cTe rbBr2
m R N A発現 は , 成熟胎盤に 比べ て 全体 に 低 レ ベ ル で あっ た が ,
R T-P C R法に て 成熟胎盤に 比 して 2倍以上 の C-e rb B-2 m R N A
の過剰発現が認め られ た症例で は 免疫観織染色 に よ っ て も c-
grわB-2 タ ン パ ク の 発現が 認め られ た . 内視鏡的生検組織ほ手術
摘出阻織と比 べ て 微量で あるが AGP C法を 用い る こ と に よ り
3 - 4個の 生検組織よ り充分量の 全 R N Aの 抽出が 可能 で あ っ
た . 症例数 が少な い た め c-erbB-2 mR N A発現量と臨床病理所
見と の 間に , 明 らか な 相関関係は認 め られ な か っ た が , C-e r占
B-2 mR NA 発現量の 高い 症例で は t リ ン パ 節転移が 発生 してい
る傾向が認め られた .
以上 よ り R T-P C R法を用 い た m R N Aの 特異的検出ほ , 検 出
感度が高く定量性 に 優れ , 極小量 の 材料 に 於い て も適用可能 で
ある事が示 され た . 本法 の 胃癌の 内視鏡的生検蔽織 へ の 応用
は , 胃痛の リ ン パ 節転移 の 術前予測 の 一 助に な る もの と期待さ
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れ る .
前癌病変や早期胃癌に お け る遺伝子 上 の 変化 を調 べ る こ と
は , 発癌の メ カ ニ ズ ム の 解明や 癌の 悪性度の 診断に 重要な意義
を持 つ と思わ れ る . 本法ほ , 極小量の 内視鏡的生検材料にも適
用 可 能で あり , 胃内の 微小病変に お ける遺伝子発現の 解析や ,
術前 の 胃癌 の 進行度 の 診断予測お よび治療法の 選択 に 有用であ
る と考え られ る .
結 論
c- erbB-2 遺伝子発現の 解析法と して R T-PC R法に よ る 特異
的且 つ 定量的 mR N A発現 の検出を試行 し, 感度 およ び定量性
に つ い て検討を 行うと共に , 本法 に よ り胃癌に お ける c-βrあB-2
m R N Aの 発現 を解析 し, そ の 予後予測因子 と して の 有用 性 を
検討 した . 得 られ た成績は以下の 如く である .
l . プ ラ イ マ ー ペ ア E R B-2 お よ び E R B-3 の 阻 み合わせ に よ
り183塩基対 c- erb B-2 m R N A由来の 増幅 D N A断片を得 た ,
2 . R T-P C R法に よ り ヒ ト胎児肺織推芽細胞 H E L で は
12ng, ヒ ト 胃癌細胞 M K N-7 で は 100pgの 全 R N Aよ り cT
e rb B-2 m R N Aの 検出が 可 能で あ っ た .
3 . M K N 7細胞の c-e rbB-2 mR N Aの 発現量 は , H E L細胞
に 対 し72.6倍 で あ っ た .
4 . R T-P C R法 に よ り24例の 胃癌切除組織 にお ける c-e rbB-2
mRNA 発現 を観察 した . 成熟胎盤に 比 し2倍以上 の c- erbB-2
m R N Aの 発現が 認め られ た症例ほ 3例あり , こ れ らの 症例 で
ほ い ずれも免疫組織染色に よ っ て c-grあB-2 タ ン パ ク の 染 色性
が確認され た .
5 . 24例 の 胃癌症例 の 内視鏡的生検観織 に お け る c-βrみB-2
m R N A発現量 と術後の 臨床病理学的所見を比較 した と こ ろ ,
c- e rb B-2 m R N A発現量が多い 症例 で は リ ン パ 節転移 が認め ら
れ る傾向があ っ た .
以上 の 結 果よ り , R T-PCR 法 を用 い た cTerbB-2 遺伝子 発現
の 解析法ほ , 十分な 感度と定量性を備え て い る こ と が 明 らか と
な っ た . また 本法に よ り胃癌 に お ける c-e r占B-2遺伝子発現と リ
ン パ 節転移と の 関連性か ら , C-gr占B-2遺伝子発現の 予後予測因
子 と して の 有用性 が示 さ れた .
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Specific Detectio n ofc･e rbB
-2 m R N A Expr essio nin Endosc opic Biopsy Specim e n of Gastric Ca n cersbythe
PolymeraSeChain Rea ctio nFo1lowing Re verseTra ns criptio n Itas uN in o miya, Departm entof Surgery(Ⅱ), Scho ol
of Medicine, Ka n azawa Umiver sity, K an aZ aW a920
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-
206(199 4)
Key w ords c- erbB-2 mRN Aexpression, pOlymeraSeChainreacdon, re V e rS etranSC nPtion, gaSbic c an Cer, ndoscoplC
biopsy
A bstra ct
A high1y s ensidve and quantitative method usingthe polym erase chain re actionfbllo wingrev erse tr an SCipdon(RT-
PCR)hasbeendev eloped fordetecting c-erbB-2 mR NAe xpressionin gasけic can cers･ In 血is m ethod, C- erbB-2ge ne expres-
Sio nin h un an e mbryoniclung Bbroblasts(H E L), agaS扇c c an Cer Celllin e(M KN -7), m aturePlac enta, 24s urgicalyresected
gas雨c c an Certissu es and 24endosc opic biopsy tlSSueSWere eXamined･ n e C- erbB-2 gene expression c ould bedetected at
the respectiv e co nc entrations of1 2ng oftotalRNA fbr II E LandlOOpg oftotalRN A forM K N
-7･ T be c-erbB-2gene
expression of M KN-7c ells w as at a m uchhigherlev el(72･6-fbld)than thatofH E L･ Fo u r(16･7%)of 24gas扇c c an CerS teSt-
ed show ed ov ere xpression of c-erb B-2 mR N A(1.75-2 2･8fold to plac enta), While c-e rbB-2 0 n C OprOtein e xpressio n w as
fo undin only 血ree c asesbyi mm un Ohistoche micalassay. T 鮎s techniqu em ay be u sefu 1 in ex am1nlng the expressionofc-
erbB-2gen ein a s m al endosc opicbiopsyspeCim enbefore surgery ･ T hehighexpressio nlevelofc-erb B-2 mR NA e x amined
in endosc opicbiopsyspeClm e n WaS m Oderately c orrelated widllymPhn ode m etast is athe tim e of the oper ation･ An alysis
Of the activated on c ogen esus lng this R T-PCR assay m ay be agood approach to elucidatethe basic r ole of on cogen esin
m align anttranSfo rm ation.
